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佐 藤 勝 明
重症筋無力症(m ya sthe nia gravis, M G) は , 骨格筋ア セ チ ル コ リ ン 受容体 (a c etylcholin e re c eptor, A Ch R) に対す る自己
抗体を病因の 主座 にお い た 臓器特異的自己免疫疾患 の ひと つ で あ る. M G発症 に は胸腺異常が強く関係 し てい る と され てい る
が ･ 胸腺 中の リ ン パ 球 の み の 抗体産生で全身 の 抗 A C h R抗体量 を説明す る こ と は で きな い . 本研究で は, M G患 者の 単核球に
お ける抗体産生 の 特徴を明らか にす るた め に 細胞培養系 を用い て 検討 し, 以下 の 結論 を得 た･ 末梢血 単核球 be riphe r al blo od
m o n o n u cle ar C ells, P B M C) は, 正 常対照群と比較 し, M G患 者で は有意な抗A C h R抗体お よ びIgG の 産生克進を示 した . また,
血 清抗A C h R抗体陰性 (セ ロ ネガ テ ィ ブ)M G患者 の 21例中4例(19 %) で 有意な抗 A C h R抗体産生 が認 め ら れ , 培養系 によ る
抗体産生能 の 評価 は セ ロ ネ ガテ ィ ブ M･G患者 の 診断に有用と考えら れ た . M G患者で は P BM C が骨髄や胸腺中の 単核球よりも
高 い 抗A C h R抗体産生を認め る こ とが 示 され , P B M C が抗A Ch R抗体産生の 中心 と な っ て い る こ と が示唆 さ れ た . また , 重症
度と 培養系に おける抗 A Ch R抗体産生能 と は 明ら か な 相関 は認め ら れなか っ た ･ 培 養系で は, 抗 AChR抗体産生 とIgG産生と
は有意な相関 が認 め られ た ため B細胞 の多ク ロ ー ン 性活性化が推定され た . さ ら に , ポ ー ク ウイ ー ド マ イ ト ジ ュ ン , フ ィ トヘ
マ グル チ ニ ン , イ ン タ ー ロ イ キ ン Gnte rle ukin,II)-2 やス ー パ ー 抗原を加えて も抗A C h R抗体産生に変化はなく , 抗原非特異的
な1) ン パ 球刺激で は自己抗体産生 は克進 しな い こ と が 示さ れ た ･ MG の PB M C におけるⅠし2, I し4, IIJ5, II:6, II/10, II]13,
イ ン タ ー フ ェ ロ ン(interftro n,IF N)-γ , 腫瘍壊死 因子(tu m o r n e c ro sisfactor, T N F)- α の 産生 量 は正 常対照群 と比較 し有意な上
昇は 認め ら れ なか っ た ･ ま た , こ れ らサ イ トカ イ ン 産 生量 は い ず れ も抗 A Cb R抗体産生量 と は有意な相関 は な か っ た が , 総
IgG産生 量 はILr6 お よびI し10産生 量 と有意な正 の 相関を認め た. 以 上 の結果より, IgG産生克進 はII/6 お よ びIし10 に よ るB
細胞 の多ク ロ ー ン性活性化 に よ る可能性が示唆 され た .
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重症筋無力症 (m ya sthe nia gr avis, M G) は全身 の 骨格筋の 易
疲労性を特徴 とす る自己免疫疾患 であり, 神経筋接合部 シナ プ
ス 後膜側 の こ コ テ ン 性 ア セ チ ル コ 1) ン 受容体 (a c etylcholin e
r e cepto r, A C h R)を標的とする抗 A C h R抗体 が病原国子と して 重
要視 さ れ て い る1). ま た , M G はこ の よう に 自己抗体 の 存在と
そ の 対応抗原 が分子 レ ベ ル まで 明 ら か に され て お り , 臨床 症状
も標的組織 の 障害 に より理 解可能な特徴 をも つ 臓器特異的自己
免疫疾患 でもある . 免疫機構の 破綻 ともい え る自己抗体 の 産生
機序 に つ い て は, 多く の 自己免疫疾患 と同様 に, M G でもその
全貌は必ず しも明 らか で は な い . M G で は, 70 %以上 に胸腺 リ
ン パ 過形成, 10 % に胸腺腫を伴 い 2), 胸腺摘出 に よ り症状 が改
善する こ と よ り, 胸腺 組織内で の 異常が発症の 引きがね と な っ
て い る 可 能性 が指摘 さ れ 3), 抗 原 の 僕給原 と し て 筋様細胞
(m yoidc ells) の 存在
4)や 胸腺単核球 の 抗 A C h R抗体産生 5卜 l(一)が証
明 さ れ て きて い る . しか し, 胸腺 内で の抗 A C bR抗体産生量 は
全身に分布す る血 清中 の 仝抗体量を説明す る に は 十分で はな
ぐ = ), 他 の 組織 で も自己抗体が産生さ れ て い る と 考え られる .
こ れ まで の 研 究で , M Gの 発症 に は自己抗体産生を誘導する
T細胞系 の 異常, つ ま り A C h R特異的丁紺胞 の 役割 が重要視さ
れ て き て い る1 川)1 2}. M G で は多数 の A C h R反応性 丁細胞ク ロー
ン が ありそ れ ぞ れ 異 な っ た エ ゼ ト ー プ を 認識す る と さ れる
が -:
-)
, こ れ ら自 己反応性丁細胞 ク ロ ー ン の 共通する性質や機能
に つ い て は 明 らか に な っ て い な い . さ ら に , 近年, 自己免疫疾
患 の 病態形成 に, マ ウ ス で発見 さ れ た サ イ トカ イ ン 産生様式に
より分類 さ れ る1型 ヘ ル パーT細胞(type l helperT c e11s,TY1)
と 2型 ヘ ル パ ーT細胞(type2 helpe rT c ells, T h2)の バ ラ ン ス概
念 汀b l/Th 2理論)
14)が ヒ ト にお い て もあて は ま る15)と考えら れ
て い るが , M Gの 病態 へ の 関与 に つ い て は明 らか で はな い .
本研究で は , 自己抗体産生 に寄与す る主 な リ ン パ 器官を明ら
か にす る目的で , M G患者 の 末梢血 , 骨髄, 胸腺 にお ける単核
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M G患者単核球 の 抗A Ch R抗体と サ イ トカイ ン産生能
球の抗AC b R抗体お よ びIgG 産生 能の 定量的評価を細胞培養系
針闘い て行 っ た . ま た, 各種 マ イ トジ ュ ン刺 激に よ る抗体産生
能の変化や, 末梢血 丁稚胞機能を評価す る目的で , ス
ー パ ー抗
原(supe ra ntigen s,S A Gs) に対する細胞増殖反応と S A Gs添加 に
ょる抗体産生 能の 変化に つ い て 検討 した . さ ら に, M G患者 の
馳1/≠ 2バ ラ ン ス を推定 し, サ イ トカイ ン 産生克進が自己抗体
産生 に関与 し て い る か を 明 らか に する 目的で , 末梢血 単核球
beripher al blo od m o n on u cle a r c ells, P B M C) の サ イ ト カイ ン 産
生能を検討 し た.
対象 お よ び方法
Ⅰ. 対 象
1994年4月 か ら1998年6月まで に, 金沢大学医学部神経内科
学講座にお い て M G と診断さ れ免疫抑制薬 の 投与 を受けて い な
い53例 を対象と し, 正 常対照群は 20例 に つ い て 検討 した . 患
者の 年齢は 11～ 85歳 (平均4 7.3歳), 性 別は 男性15例 , 女性38
例であり , 正常対照群の 年齢 は22～ 63歳 (平均3 1.1歳), 性別
は男性10イ軋 女性10例で あ っ た . 重症度は Oss e r m anら
16)の 分
輝にし たが い , Ⅰ 型 (眼筋型), Ⅱ A型 (軽症全身型), □ B型
(中等症全身型), Ⅲ型 (急性激症型), Ⅳ型 (晩期重症型)に分類
し検討し た . 血 清抗 A C h R抗体価は測定 キ ッ トA C hレ セ プ タ ー
抗体 ｢コ ス ミ ッ ク｣ (コ ス ミ ッ ク コ ー ポ レ ー シ ョ ン , 東京)で
測定した値を使用 した .
Ⅰ . 方 法
1 . 検体採取法
十分な説明を行い , 研究 の 主旨に 同意を得 られ た患者の 正 中
肝静脈より末梢 血 を , 上後腸骨柿より骨髄液 を採取 し, さら に
治療目的で胸腺摘出術 を受けた患者 からは手術時 に摘出胸腺組
織の 一 部 を無菌的に採取 し た . い ずれ の 検体も採取後12時間
以内に, 以 下 の 方法 に より単核球分離を行 っ た .
2
. 単核球分離
末梢 血 と 骨髄液 は , 0.1 M リン 酸 横衝塩化 ナ ト リ ウ ム 液
(pho sphate-buffe r ed s alin e, P B S) で 2 ､ 3倍 に 希 釈 後 ,
Histopaqu e-1077(Sigm a,St. Lo uis, U S A) を 下層 し, 室温で1500
叩 m , 30分間遠心 し, 中間層 に形成さ れ た 単核球(リ ン パ 球 お
よび単球) か らな る バ ン ドを 回収 し, P B S で 2回遠心洗浄し た .
非働化新生仔 ウ シ 血清(Gibc oB RL, Gra nd Isla nd, U SA)が5 %
になる よう に添加 した培地R P M I 1640(Gibc oB R L) を川い て ,
沈殿から1× 10一個 /ml に調製 した細胞浮遊液を作製 した .
剛泉組織 は , 上記培地 で 卜分に赤 血球 を洗 い 流 し, ハ サ ミで
細切した後 , 金属 メ ッ シ ュ を通 して培地で浮遊さ せ た . そ の 後,
上記と同様 に Histopaqu e-107 7 を用い て 草根球 を分離 し, 同 じ
培地により1× 101う個/ml に調製 した細胞浮遊液を作製 した .
3 . 細胞培養
細胞浮遊液を24穴平底 マ イ ク ロ プ レ ー ト (岩城硝子, 千乗)
の1 ウェ ル あた り2 ml播き, C O2イ ン キ ュ ベ ー タ ー (タ バ イ エ
スペ ッ ク , 大阪) 内で , 5 % C O2 , 37 ℃の 条 件】■F に培養 を行 っ
た. 培養 に よりリ ン パ 球が 新 た に抗体を産生する こ と を確認す
るため に
,
シク ロ ヘ キ シ ミ ド (Sigm a) を100FLg/mlの 濃度に な
るよう に加え たものを検討 し た. 抗原刺激 と して は, ポ ー ク ウ
イ ー ドマ イ ト ジ ェ ン bokew eed mitoge n, P W M) (Gibc oB RL)
383
を1/120, フ ィ ト ヘ マ グル チ ニ ン (phytohe m ag glutinin, P H A)
M 型(Gibc oB RL) を1/100, イ ン タ ー ロ イ キ ン (interle ukin,IL)
-2(Gibc oB RI)を20 U/ml, S A Gsと して は ブ ド ウ球菌腸管毒
(staphylo c o c c al e nte r oto xin , S E) A, S E B, S E E(Toxin
Te chn olog y,Sara s ota, U S A) をそれ ぞれ 100ng/ml, の 濃度 に な
る よ う に加え た. 培養液 の 入 れ 替えは行わず, 7日 間培養後 に
上清 の み を回収 して 凍結保存 し, 抗体測定 に用い た .
4 . T細胞増殖能の 定量
末梢血より分離 し た単核球の沈殿 か ら , 上 記と 同様 に , 非働
化 ウ シ胎児血清 (Gibc oB RI) が10 % に な る よう に添加 した培
地 RP M I 1640(Gibc oB RI) を用い て1× 10
6個/mlに調製 した細
胞浮遊液 を作製 し, 9 6穴 マ イク ロ プ レ ー ト (Falc o n, Fr a n clin
Lake s, U S A) に1 ウェ ル あた り200FLlず つ 播 い た . さ ら に抗原
と し て, S E A, S E B, S E C l, S E C 2, S E C 3, S E E, 毒素性 シ ョ
ッ ク 症候群毒素-1(to xic sho ck syndr o m eto xin -1, T SS T-1)
CTo xin Te chn olog y) をそ れ ぞ れ100ng/mlの 濃度に な る よう に
加 え, C O2イ ン キ ュ ベ ー タ ー にて , 5 % C O2, 37℃ の 条件下 に5
日 間培養 し た . そ の 後,
こ一
H 標識チ ミ ジ ン (9.25 M Bq/m m ol,
Amersha m , Buckingha m shir e, U K)を各ウ ェ ル に0.5fl Ciず つ
加 え さ ら に9時間培善後, 細胞 をグ ラ ス フ ィ ル タ ー に 回収 し液
体 シ ン チ レ ー シ ョ ン カ ウ ン タ ー (ア ロ カ, 束京) に て チ ミ ジ ン
取り込み に よ る
3
H放射活性を測定 し, 細胞増殖能 を評価 した .
5 , 抗A C h R抗体価測定
Lindstr o m
17) の 方 法 を 一 部 変 更 し た 免 疫 沈 降 法
(im m u n opr e cipitation as s ay) に て行 っ た . T E 671細胞株
18)より
精製 した A Ch R( S R Co ., Ca rdiH, U K)1 ml に1×10~
7
m ol/l に
調製 し た 1 25ト α - バ ン ガ ロ ト キ シ ン (7.2 ､ 9.3 T Bq/m m ol,
Ame rsha m)を170/11加え, 室温で1時軌 4℃で
一 晩静置 し標
識 した も の を抗原と し て用 い た . 培養上 清100〃1 と4× 1 0
14
m olの 標識A C h R とを, 室温で 1時間静置後, 4℃で
一 晩反応 さ
せ た . 担体 と して 正常 ヒ ト血 清5〃1 を加え, さ ら に二 次抗体 と
し て ヤ ギ抗 ヒ トIgG抗体(H+L) (IC N P har m a ce utic als , Au ro r a,
US A) を過剰量 と考え られ る100〃1加え, 室温 で 30分反 応 させ
た 衡 20 % ポ リエ チ レ ン グリ コ ー ル (和光, 大阪)20/∠lを加え,
室温 に 15分, さ ら に4 ℃ で 60分以 上 静置 し沈降 さ せ た . 沈殿
を2回洗浄後,
125
Ⅰ放射活性 を ガ ン マ カ ウ ン タ ー (ア ロ カ) で 測
定 した . 標準と して 4× 10‖ m olの 標識A C h Rの 1
25
I放射活性 を
同時 に測定 し, そ の 比よ り α バ ン ガ ロ トキ シ ン 結合部位 の In Ol
数 にて 抗A Ch R抗体価 を表現し た.
6 . E LIS A
l)IgG倍 の 測定
ヤ ギ 抗 ヒ ト 免疫 グ ロ ブ .) ン (y , α ,/1 十 L) (Bio s o u r c e,
Ca m a rilo, U S A)を9 6穴 マ イ ク ロ タ イ タ
ー プ レ ー ト (Nu n c,
Ro skilde, Den mark) に固相化 し, ヤ ギ 血清(L]本バ イ オテ ス ト
研究所 , 東京) で ブ ロ ッ ク した . 培養上 宿 を10倍 に 希釈 し, 1
ウ ェ ル に100〃1ず つ 加 え, 37 ℃ で2時間, 4℃で
一 晩反応さ せ
た . 二 次抗体 と し て ア ル カ リ フ ォ ス フ ァ ク ー ゼ 標識抗 ヒ トIgG
(γ) (Bio so u r c e) を37℃で1時間反応 させ た 後, 基質と して ジ
エ タ ノ ー ル ア ミ ン 緩衝液 bH9.8) に溶解 した p- ニ トロ フ ユ ニ ル
1) ン 酸 (Sigm a) を加え, 約1時間反応後に マ イ ク ロ プ レ
ー トリ
ー ダ ー (島津, 京都)を用 い 405n m にお ける吸光度を測定 した .
Superantige n s;SIg, S u血 ceIg;TS STll,tOXic shock syndro m eto xin
-1;T N Flα , tu m O r n e C r O Sisfactor- α; ¶11, tyPe l
helperT cells;¶12,ty Pe 2 helperT c ells, セ ロ ネガテ ィ ブ;抗A C h R抗体陰性
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2) サイ トカ イ ン の 測定
培養上浦中のⅠし2, Ⅰし4, Ⅰし5, Ⅰし6, Ⅰし10, Ⅰし13, イ ン タ ー
フ ェ ロ ン (inte rfe r o n,IF N)- γ , 腫瘍壊死因子 (tu m o r n e c ro sis
fa cto r, T N F)- α の 測定 に は, い ずれ もE LIS A キッ ト (Endoge n,
Wobu rn, U S A) を使用 した. 各測定法の 検出限界 は, Ⅰし2 が6
pg/ml, IIA が2pg/ml, I し5 が2pg/ml, II;6 が 1pg/ml, Ⅰし10
が3 pg/ml, II/13 が10pg/ml, IFN- γ が2pg/ml, T N F- α が5
pg/ml であ っ た .
7 . 統計学的検定法
















































Co ntr oI M G
で表 した ･ 対応 の な い 2群 の 比 較 に は Man n- W hitn ey の U検定
を , 2群間 の 頻度 の 比較 に は Fishe rの 直接確率計算法を, 2拝
聞の 相関 に つ い て はSpe a r m a nの 順位相関 を , 独 立 した3群以
上 の 比較 に は ポ ス トホ ッ クテ ス ト と し て Fishe rの 最小有意差検
定 を用 い た 一 元 配 置分散分析 (o n e- W ay A N O VA) ま たは
Kru skal- Wallis の 検定を, 二 つ の カ テ ゴ リ ー 変数で 分類される
多群の 比較 に は二 元配置分散分析を用い , い ず れ も危険率5%
未満 b<0.05) を統計学的有意差ありと し た. 統計解析 ソ フ ト

















Fig. 1. Anti,AC h Rantibodie s(朗and IgGs (B) synthe siz edby cultured periphe ral blo od m ono nu cle ar Cells fro m nor m alc ontroIs and





















































Somicates Co ntrol + CyCloheximide So nicates Co ntr ol + CyCloheximi de
Fig.2. AntiA Ch Ra ntibodie sGq) and IgGs(B)synthe siz ed by c ultu redperipheral blo od m o n o n u cle ar C euS(P B M C)fro m patie nts with
mya sthemia gravis. Solid lin e s repre s e nt m edian Valu e sfor ea ch gro up･ So nic ate s, SO nic ated cells u spe n sio n sprio rto c ultu re; CO nh
･
01･
supe rn atantOf P B M Ccultu red wi tho ut any agentS;+CyClohe ximide,S uPer n at ntOf P B M Cc ultu redin thepre s enc eofcycloheximide･
★
p< 0.05.
M G患者単核球 の 抗A Ch R抗体と サイ トカイ ン 産生 能
成 績
Ⅰ . 培養 に よ る単核球の抗体産生の確認
正常対照20例 と M G患者53例に つ き検討を行い , 7日 間培養
後の 上清中の 抗 A Cb R抗体価 (血 ol/ml) は正 常対照群 で中央値
0.63(0-2.93), M G群で 中央値2.05(0-84.8), IgG値 (iL g/ml) は
正常対照群で中央値1.25(0.08-2.60), M G群 で 中央値1.95(0-
78.4)で あ っ た . M an n- Wh itn eyの U検 定 に より, 抗A Ch R抗体
価, IgG倍ともに M G群で 有意に高値であ っ た (図1).
正常対照2 0例 で の 7 日間培養後の 上 清中抗 A C h R抗体価 は,
平均値 ± 標準偏差 で示す と , 0.95 ± 0.84 fm ol/ml, IgG借 は
1.14± 0.88/∠ g/ml であり, そ れ ぞ れ 平均値 +2.5S D であ る3.05
血 01/ml, 3.34FLg/mlをiE常上 限 と し た. 血 清抗 A C h R抗体陰
性(セ ロ ネ ガ テ ィ ブ)M G患者で は21例中4例(19 %) で , 有意
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M G患者7例の P B M C につ い て , 培養 に よ る抗体産生を確
認す る た め の 検討を行 っ た . 培 養 上 宿中 の 抗 A C b R抗体価
(fm ol/ml) とIgG値(FL g/ml) は, 細胞浮遊液を超音波破砕 し
た 群 (ソ ニ ケ ー ト群) で は それ ぞ れ 中央値4.2, (2.9-7.0) と 中
央値 0.18(0.05-3.1) で , 7日 間培養 した 群 (コ ン トロ ー ル 群)
で は 中央値4.9(3 ふ12)と中央値0.45(0.2-8.3) で , 蛋白合成阻
害剤で ある シ ク ロ へ キ シ ミ ドを添加し た群 (シ ク ロ ヘ キ シ ミ
ド添加群) で は 中央値 3.9(1.8-6.3)と 中央値0.27(0.1-7.8)で あ
っ た . 抗A C h R抗体価(図2A)とIgG値 (図2 B) は と も に, ソ
ニ ケ ー ト群お よ び シ ク ロ ヘ キ シ ミ ド漆加群 と比較 し コ ン ト ロ
ー ル 群 に お い て 有意 に 高値を示 した (Wilc o x on の 符号付順位
検定).
Ⅰ . 各組織別の単核球抗体産生能 の比較
M G患者の 末梢血 53例, 骨髄33イ札 胸腺組織25例 の 単核球
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Fig. 3. Anti-ACh Rantibodie s(朗and IgGs(B)in the supe rn at nt Ofc ultu red m o n o n u cle ar cells 打o mlym phoido rgan s ofpatie nts with
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Osserm a nIs elassi 航catio m
Fig･ 4. An 住A C h Rantibodie sin the s e ru m(朗and tho s eprodu c ed inthe c ultu redc ells(B)inrelationto丘v egr ades oLclinicals ev erity.
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1 . 抗A C h R抗体産生能(h ol/ml)
平均値 ± 標準偏差 で示す と , 末梢血 で は11.1± 2 1.4, 骨髄 で
ほ4.52± 6.46, 胸腺組織 で は2.8 6± 5.54 であり, 末梢血 と胸腺
組織 との 間に は 有意差 b=0.03) を認め た が , 末梢血 と骨髄 と の
闘 (p=0.058), 骨髄 と 胸取組織 と の 間(p=0･69) には 有意差 を認
め なか っ た (ポ ス トホ ッ ク テ ス ト と し てFisbe rの 最小有意差検
定を用い た 一 元配置分散分析) (図3A).
2 . IgG産生能(〃 g/ml)
平均値 ± 標準偏差で示す と, 末梢血 で は9.89± 17.8, 骨髄で
は3.02± 3.54, 胸腺組織で は0.26士 0.62 であり , 末梢血 と骨髄
と の 間 b=0.016), 末梢血と胸腺組織 と の 間b=0.003) に は有意
差を認め た が, 骨髄 と胸腺組織 と の 間 b=0.42) に は有意差 を認
めなか っ た (ポ ス トホ ッ ク テ ス ト と し てFishe rの 最小有意差検
定を用い た 一 元配置分散分析) (図3B).
Ⅱ . P B M Cの 抗A Cb.R抗体産生能
1
. 重症度 と 血清お よび 培養上清抗 A C hR抗体価 と の 関係
M G意者53例 (男性15例, 女性38m) の P B M C につ い て検討
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Se ru m anti･A C h Rantibody(pm ol/ml)
症度と培養上清抗 A C h R抗体価 と の 間(図4 B) に は明 らかな比
例関係 を認 めな か っ た .
2 . 血清 お よ び培養上晴 の 抗 A Ch R抗体価, IgG値と の 相関
抗A Ch R抗体価陽性 M G患者29例(男性8例, 女性21例)の
P B M C につ い て 検討 を行 っ た . 血 清抗A C h R抗体価と培養上清
抗 A C h R抗体価 と の 間に は有意な正 の 相関(βS=0.50, p瑚 .01,
n =29) を認め (図5A), 培 養上 清抗A C h R抗体価 と培養上清IgG
値 と の 間 にも有意な正 の 相関(ps=0･77,p < 0･001, n =29)を認め
た (図5 B). 血 清抗 A C h R抗体価 と培養上清中の IgG値との開
b=0.3 7) (図5 C), お よび 血 清抗A C h R抗体価と 血 清IgG との間
b=0.7 8) (図5 D)に は 有意 な相関を認めなか っ た ･
Ⅳ . P B M C に対す る抗原刺激の影響
1 . 単核 球刺激の 影響
M G患者53例 (男性 15例, 女性38例) に つ い て検討 した. 培
養上 宿申の 抗A C hR抗体価 (fm ol/ml) は , 対 照群で は中央値2.1
(0-84.即, 刑 を加 えた 群で は 中央値2.3(0-84･9), P E Aを加え
た群で は 中央値 2.5(0-8 5.8), Ⅰし2を加えた群で は 中央値2.6(0･
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Fig. 5. Co rr elaho nsbetw e e n an舶 C h Rand bodie sin the s er u m a nd ivitropr odu ctio n 仏),in vitro synthe sis of an也
TA Ch Randbodies and
IgGs(B), S eru m a ntiA C h Ran肋 odie s and in vitroIgG pr odu ctio n(C), an軋A C h Ra ntibodies and IgGsin s e ru m(D)･
M G患者単核球の 抗 ACh R抗体 とサ イ トカ イ ン 産生 能
1.2(0-78.4), P W M を加えた群で は中央値 1.6(0-1 52), P H Aを
加えた群で は 中央値3･6(0 灘 0), Ⅰし2 を加え た群で は中央値0.7
(0-148,0) で あ っ た (図6 B)･ M G患者群 に つ い て 検定 し , 対 照
群およ びP W M, P H A, IL-2 を加 えた 群 の い ずれ の 間に も, 杭
ACh R抗体価 (p=0.94)お よ びIgG催 (p=0.79) と も に有意差は認
められな か っ た (Kn lSkal-W allisの 検定).
2 . SA Gsに よ る 影響
1) 細胞増殖能
S A Gs と して は, S E A, S E B, S E C l, S E C 2, S E C 3, S E E,
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13例(男性4例, 女性9例) に つ い て検討 した . 正常 対照 お よ び
M G患者とも に, SA Gsを加えた群で有意な3H一 取り込み の 上 昇
を認 め た が (p < 0.0 001), 各S A Gs間で は有意差は認め なか っ
た (二 元配置分散分析) (図7).
2) 抗体産生能
M G患者14例 (男性6例, 女性8例) に つ い て , S A Gs と して
S E A, S E B, S E E を加え , 抗 体産生能 の 変化を検討 し た . 抗
A C h R抗体価(fm ol/ml) は , 対照群で は中央値7.3(0.8-93.9),
S E A群で は 中央値6.8(0-85.5), S E B群で は 中央値7.1(0,8-90.0),














































































































Contr oI P W M P H A I L-2
Fig.6. In vitro synthesis ofa ntirA C h Ra ntibodie s仏)a nd IgGs(B)inthe pre s e n c e of mitoge n s a nde x ogen o u sinte rleukin-2. Solid lin e s
































































Fig･ 7. T c ellprolifer ativ e r e spo n s eto super a ntige n s. Experim e nts w e r edo n ein qu adr uplic atefo r
3
H-thymidin ein co rpo r atio n. □,
n o r mal;場, patie nts wi thm yasthenia gravis. S E A, StaPhylo c o c c ale nte roto xin A;S E B, StaPhylo c occale nteroto xin B;S E Cl, StaPhylo co cc al
enter otoxin C l;S E C2,Staphylo c o c c alente r oto xin C2;S E C3, Staphylo c o cc ale nte rotoxin C 3;T SS T l,tOXicshock syndrom etoxin-1.
388 佐
対照群で は 中央値0.6(0.1 づ5.0), S E A群で は 中央値･0.5(ひ37.5),
SE B群で は 中央値 0.6(0.1-37.6), S E E群で は 中央値 0.6(0.1-
31.6) で あ っ た . 抗A C h R抗体価, IgG値 と もにS A Gsを加えな
い 対照群 と比較 し, い ず れ の S A Gsを加え た群とも有意差を認
め なか っ た (図8).
Ⅴ . P R M C のサ イ トカ イン 産生能
1 . I L 2(pg/ml)
正常対照10例中1例 (10 %) に検出 され た の に村 し, M G患
者32例中4例 (13 %) に検出され , 頻度 に 有意差 は なか っ た .
さ ら に , Ⅰし2億は 正常対照群で は中央値< 6(< & 24.4), M G群
で は 中央値 <6(< &41.5) で , 有意差 はな か っ た (図9A). M G
の 病 型別 で は, 眼筋型 M G ll例中4例(36 %)で 検出 され た の に
対 し, 全身型 M G 21例全例で検出 され ず, 有意 に眼筋型 M Gの
方が 高率 であ っ た b=0.01).
2 . Ⅰし4bg/ml)
正 常対照10例中3例 (30 %) に 検出さ れ た の に 村 し, M G患
者32例中6例 (19 %) に検出 さ れ , 頻度 に有意差 は な か っ た .
さ ら に, I L 4値は正常対照群 で は 中央値 < 2(< 2-8.3), M G群
で は中央値< 2(< 2-10.2) で , 有意差は なか っ た (図9 B). M G
の 病型別で は , 眼筋型 M G 12例仝例 で検出 さ れ なか っ た の に対
し, 全身型 M G 20例中6例 (3 0 %) で 検出 さ れ高率 であ っ た が ,
有意差は なか っ た b=0.07).
3 . IL 5(pg/ml)
正常対照1 0例中5例 (5 0 %) に検出 され たの に対 し, M G患
者32例中14例 (44 %) に検出さ れ , 頻度に 有意差 は な か っ た .
さ ら に , I L 5債 は 正常対照群で は 中央値2.4(< 2-129), M G群
で は 中央値 < 2(< 2-52 2) で, 有意差 は な か っ た (図9 C). M G
の 病型別で は , 眼筋型 M G 12例中6例 (50 %), 全身型 M G 20例
中8例 (40 %) に検出さ れ頻度 に有意差 は なく, また , Ⅰし5値 は
眼筋型M G で は中央値< 2(< 2-48), 全 身型で は 中央値 2.4(<
2-522)で有意差 は な か っ た .
4 . Ⅰし6(pg/ml)
正常対照 10例中全例 お よ び M G患者32例中全例 で検 出さ
れ た . さ ら に , Ⅰし6借 は正 常対照群 で は 中央値28.0(6.4-3 70),
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M Gの 病 型別 で は , Ⅰし 6値 は 眼 筋型 M G で は 中央値18.0
(2 ふ44 7), 全身 型で は 中央値18.2 (2.3-4 52) で , 有意差 はな
か っ た .
5 . I L lO(p g/ml)
正常対照 10例中仝例 に検出 さ れ た の に 対 し, M G患者32例
中25例(78 %) に検出さ れ , 頻度 に有意差 は な か っ た . さら に,
Ⅰし10値 は正 常柑照群 で は 中央値23.1(8.1-10 1), M G群で は中央
値18.7(< 3-209) で 有意差 は なか っ た (図9 E), M Gの 病型別で
は , 眼 筋型 M G 1 2例中8例 (6 7 %), 全 身型 M G 2 0例中17例
(8 5 %)に検 出され頻度 に有意差 は なく , また , I L lO億 は眼筋
型 M G で は中央値17.0(< 3-194), 全身塑で は 中央値24.6(< 3･
209)で有意差 は な か っ た .
6 . I L 13(pg/ml)
正常対照10例中5例 (50 %) に検出さ れ た の に対 し, M G患
者32例中21例 (66 %) に 検出 さ れ , 頻 度 に有意差 は なか っ た .
さら に , Ⅰし13債は 正 常対照群で は中央値< 7(< 7-104), M G群
で は 中央値8.7(< 7-535)で , 有 意差 は な か っ た (図9 F). MGの
病型別で は , IL 1 3値 は 眼筋型 M G で中央値9.1(< 7-20.4), 全
身型M G で中央値8.2(< 7-534)で 有意差 は な か っ た .
7 . IF N- γ bg/ml)
正 常対照10例中4例 (4 0 %) に 検出 さ れ た の に対 し, M G患
者32例中12例 (38 %) に検出さ れ , 頻度 に有意差 は なか っ た .
さ ら に, IF N- γ 値 は正常対照群 で は 中央値 < 2(< 2-22･4), M G
群 で は 中央値 < 2(< 2-1 33) で , 有意 差 は な か っ た (図9G).
M Gの 病 型別 で は , 眼 筋 型 M G 12例申5例 (42 %), 全身型
M G 20例中7例 (35 %) に検出 さ れ頻度 に有意差 はなく, また,
I F N- γ 借は 眼筋型 M G で は中央値 < 2(< 2-26), 全身型MGで
は 中央値 < 2(< 2-13 3)で 有意差 はなか っ た .
8 . T N トα bg/ml)
正 常対照1 0例中2例(20 %) に検出 され た の に 対 し, M G患
者32例申全例 で検出さ れ ず , 正 常対照群で高率であ っ たが有
意差は認めなか っ た (図9 H).
さ ら に, M G患者 を 胸腺腫を伴 っ た例 と伴 わ な い 例と に分け
て 検討 した が , そ れ ぞ れ の サ イ ト カイ ン 産生 は, 検出さ れ た頻
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Fig.8. In vitr o synthe sis of an住A C h Randbodie s仏)a ndIgGs(B)in the pr e se n ce ofsuper andge n s■ Solid lin e srepres ent m edian
V alu esfbr
e a chgro up･ S E A, StaPhylo c o c cale nte rotoxin A;SEB, StaPhylo c o c cale nte roto xin B;S E E, StaPhylo c o c cal
e nter oto xin E･
M G患者単核球の 抗 A C h R抗体 とサ イ トカ イ ン 産生能
軋 抗体産生 とサ イ トカ イ ン産生 との相関
MG患者で そ れ ぞ れ の サ イ ト カイ ン 産生 が 検出さ れ た例 の み
につ い て 検討 した . P B M C培養上清中 の 抗 A C h R抗体価 とII:2,
Ⅰし4, Ⅰし5, Ⅰし6, Ⅰし10, Ⅰし13, IF N- γ , T N トα の 値 と は 有意
な相関 は認 め なか っ た ･ 培 養上 清中IgG債 とⅠし6(p s=0.4 7,
p;0.01, n




























































































の 相関を示 した が , Ⅰし2, Ⅰし4, Ⅰし5, Ⅰし13, I F N- γ , T N F･ α
の 値と は 相関を認めなか っ た .
考 察
M G における抗 A C h R抗体産生 は T細胞依存性であり一2), 培






































































Co ntr oI MG Co ntroI M G
Fig･9･ Cytokinelevelsin the c ultu re supe rn atant Se Cr eted by periphe r al blo od m o n o n u cle ar Cells 血
･
O m n Or m alc o ntroIs a ndpatie nts wi th
myasthenia gra vis(M G).
′
me broke nlin e s r epre se nt the dete ctio nlev els for e a ch a say system . The 負gure sbelo w thebroke nlin e s
Showthe n u mbe r ofs ample swi thu ndete ctablele v els. Solid lin e s repr e se nt m edia n v aluesforea chgro up. (朗intedeukin OI)-2,(B)II A,
(C)II]5,(D)II:6, C)IL,10,(F)IL 13,(G)interfe ro n(lF N)- γ a nd(H)tu m o r n e c ro sis 血cto r汀N F)- α 1ev elsin n o r malc o ntroIs(n=10)
andpatients with M G(n=32).
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T細胞, 抗原撞示細胞(antigen pres e nting c ells, A P C) が 必要な
要素と考え ら れ て い る . M G患者胸腺 に は , A C h R を発現 して
い る と さ れ る筋棟細胞(myoidc ell)
4)
, 抗 A C h R抗体産生能を有
する B細胞, A Ch R特異的丁細胞19)2u), A PC として 組合樹枝状細
胞(inte rdigitatingde ndritic c e11s) が 存在 し
3,
, そ れ ら細 胞成分
の 培養に よ り 抗A C b R抗体産生が認め られ る こ とが す で に 知 ら
れ て い る
5卜 ID)
. さ ら に M G患者の 末梢血 , 骨髄, リ ン パ 節中の
単核球成分の 培養でも抗 A C b R抗体産生が認め られ る
9121 卜 23トが ,
胸腺 リ ン パ 球 と比較する と 細胞あた り の 塵生 能は低 い た め 22)24),
胸腺 が抗 A C h R抗体産生 に 中心的役割をも つ と 推定 さ れ て き
た . しか し, 胸腺 の み の 産生 で は体内の 抗 A C h R抗体量は説明
できず7) 別, ま た 胸腺摘出術後も血清抗 A C b R抗体価 が低下 しな
い 例 が ある の も事実である . 骨髄は 成人 に お い て 壕 も重要なIg
(特にIgGとIgA) 産生器官と さ れ る が
㍍服朝
, M G に お け る自己抗
体産生 に 関す る検討 は少な い 珊 . 本研究 の 結果 で は , 細 胞あ た
りの 抗A Ch R抗体産生能 は , P B M C, 骨髄, 胸娘 に お け る 単核
球の 順 に高い . 絶対 数自体もP B M C が圧倒的 に多 い こ と か ら,
抗 A C h R抗体産生 にお け る P B M Cの 役割が 最も大きい と考えら
れ た . 発症 の 発端 は胸腺内に生 じ た免疫学的異常であ っ て も 潮 ,
そ の 病態 の 持続を担うの はPB M Cと推察し た .
Fujii ら
23Jに よ る M G患者P B M Cの 細 胞表面 マ ー カ ー に よ る
解析 で は , 細 胞表面免疫 グ ロ ブ リ ン (su rfa c eIg, SIg) 陽性B細
胞は約16 % であり, 細胞質内免疫 グ ロ ブ 1) ン (cytopla s micIg,
cIg) 陽性 B細胞 は1例で 約1 %の み 検出され , 正常対照群 と比
較しても有意差 は な か っ た とさ れ る . また , M G患者 の P B M C
中, SIgM 陽性 B細胞は約9 % に対 し, SIgG陽性 B細胞 は約3 %
と 少数であ る と され る2 9). さ ら に, 抗 A C hR抗体産生能を有す
る の は 血中B細胞 の 1/14,085 であ る と い う:叩 . し た が っ て ,
P B M C中 の B細胞は ほ と ん どが 非活動期 にあ っ て 抗体産生 に は
関与 して い ない と考えら れ , しか もM G患者 にお い て積極的 に
抗体産生 を行 っ て い る P B M C が増加 し て い る と い う結果 は得
られ て い な い の で , 単純 にP B M C が体内を循環同月二抗A C h R抗
体 を産生 し続けて い る とは 結論できな い .
本研究で は , 培養系 を用 い て, M G患者の P B M Cの 抗 体産生
能を, 血 清中 の 抗 A C b R抗体価と の 相関や抗原刺激 に よ る抗体
産生能の 変化を指標 に評価 した . M G患者PB MC 中に は 少数 な
が ら sIgG, CIgGを 有する B細胞が存在する た め
2:l)
, 培 養【=ニそ
れ ら の 細胞 が 死 滅 し 上宿中 にIgG が放出さ れ る 吋能惟 を考慮
し, まず, 培養系 にお い て M G患者P B M C が実際に抗体を新生
す る か を確認 し た . 培養前 の P B M Cを 上 浦と と もに 超音波破
砕 した もの , お よ び 蛋白合成阻害剤である シ ク ロ ヘ キ シ ミ ドを
加えて培養 し た 後の 上浦 , P B M Cの み を培養彼の 仁清の 三 者 に
つ い て比 較 し, P B M Cの みを培養 した 上清 で有意にIgG値, 抗
A C h R抗体価 の 上 昇が 認め ら れ た . よ っ て , 培 養系に お い て
P BMCがIgG お よ び抗 A C h R抗体を新 た に 産生す る こ と が 確認
さ れ た .
培養系に お け る抗体産生 の 時間的推移 に つ い て は , M G患 者
の 胸腺単核球 の 抗体産生 は, 生体内で すで に刺激 され た抗体産
生樹胞(約45 %の 胸 腺B細胞が cIgG陽性311) に よ りT細胞非依
存性に24時間以内 に始ま る成分(o ngoing re spo n se s) と , A P C
存在下 で メ モ リ ー B細 胞 に より T細胞依存性 に 3 ､ 5 日後より
始ま る成分(spo ntan e o u s re spo nse s) に分か れ る こ と が知 られ
て い る㍊ 卜84). p B M Cの噂餐で は , 4日 冒まで は 少魔の 抗体産生
しか 認 め ら れ ず , 4 ～ 9日 日に 最も抗体産生 が多い 時期 がくる
と され る21}22}. ま た , 胸腺 中の B細胞は抗原刺激 がない 条件下
で は培養後10 日を過ぎる と 抗体産生 を 中止 し徐 々 に 死 滅Lて
い ぐl) こ と が 知 られ て い る. 以 上 よ り, 抗体産生 が 安定して認
め られ る培養後7 日目の 上 清中の 抗体価を, 比較 , 評価の 対象
と して 選択 した .
症状 と抗ACb R抗体価 と は 直接的な関係 はなく , 症例閏では
比較できな い と さ れ て い る3 5】. 眼筋塑 M G で はセ ロ ネガ ティ ブ
M G が約50 % と多い の に 対 し て , 全身型 M G で は約10 % と少
な い 36)が そ の 中 に は重症例もある . ま た, 数年 に わ たり寛解が
得 られ て い る が 抗A Cb R抗体価 が高値を持続す る例がある3乃 こ
と や, 当科で も血 清抗A C h R抗体価 が200pm ol/ml 以 上と高値
にもか か わ らず時 に易疲労性 の 訴えがあ る程度 の 軽い 症状の
M G例 の 経験 が あ る こ と な ど か ら も , 臨 床 重症度と 血 清抗
A C h R抗体価 は比例 しない と考え ら れ る . そ の 理 由 と して は,
患 者血 清中 に認 め ら れ る抗 A C b R抗体 は ポ リ ク ロ ー ナ ル であ
り 諏) しか も抗原 に対する親和性 が そ れ ぞ れ 異な り, 現時点での
測 定法で は 最も病因 と な る抗体 の み を測定す る こ と は不可能
で , 親和性 の 違 い も考慮 して い な い こ とや , 抗体検出の 感度の
問題, 抗 A C b R抗体以外 の 抗体 が関与す る病態 の 存在の 可能
性
39} が 考え られ て い る. 今 回の 検討で , セ ロ ネ ガ テ ィ ブM G例
の 19 %(4/21例) で P B M C培養 に より そ の 培養 上清中に有意な
抗 A C b R抗体 の 産生 を認め て おり , 一 部の 症例で は血 清抗体価
は測定感度 以 下 の た め に検出 され ない が , 抗 A Cb R抗体産生能
は有 して い る こ と が示 さ れ た . ま た, P B M C自体の 抗A Ch R抗
体産生 能と重症度 は比例 しない と い う我 々 の 結 果か ら , 現在の
測 定法 で定量 され る抗 A Cb R抗体価は病因抗体以外 の 抗体の影
響も多く含 ん で い る 可能性 が示唆さ れ た .
抗A C h R抗体価自体 に つ い て は , P B M C培養上演中と血清中
と で は 有意な相関 が認 め られ , P B M Cの 抗 A C h R抗体産生量が
血 清抗 A C h R抗体価 に強く反映 さ れ る こ とが 示 さ れ た. また,
培 養上 宿抗 A C h R抗体価 は培養上清IgG値 とも有意 な相関が認
め ら れ , 培 養系に お い て M G患者P B M C は多ク ロ ー ン 性に抗体
産生 を誘導する よう活性化 さ れ て い る と考え られ た . さらに,
血 清抗A C h R抗体価 と 血 清IgG値 は 相関が認 め ら れ ず, 循環中
の リ ン パ 球 の ごく少数が抗A C h R抗体産生 能を有する ク ロ ー ン
で ある と推察 され た . こ れ は , Le vins o nら40)の M G患者郎田胞
は生 体内で は 多ク ロ ー ン性 に 活性化さ れ て お り, 培養系では活
性化 を認め な い と の 結 果と は 相反 した . しか し, 彼 らの 生体内
で の 活性化は循環中の sIg 陽性細胞が M G患者 で増加を認めた
こ とを根拠 と し て い る が , 止 常対照群 と有意差が な い と する一報
告もあり
2:M ‖
, ま た , 培 養系で は P W Mの 添加に よ り抗A Ch R抗
体産生 の 増加 が認 め ら れ な か っ た こ と を根拠 と し多 ク ロ ー ン性
活性化が な い と して い る が , こ れ だ け で 活性化が な い と は結論
できな い .
さ ら に本 研究 で は , リ ン パ 球刺激 に よ る 抗体産生能 の 変化
を み る た め , マ イ ト ジ ュ ン で あ るP W M, PI 仏 とIし2 を培養系
に涜如 した . P W M は T細胞依存性 に B細胞を形質細胞に分化
させ る作用 をも つ こ と が 知 ら れ
42)
, P H Aは 主 に T細胞 を刺激
し, Ⅰし2 は主 にT hl細胞 か ら 産生 され , T細胞や B細胞の みで
なく, 単 球な ど の 増 殖作用をも つ と さ れ る . こ れ まで M G患
者P B M Cの マ イ ト ジ ュ ン に 対す る反応 に つ い て は , P WM･
p H A に対す る細胞増殖反応 が低 下して い る 珊 , PW M刺激によ
りIgG 産生 は変化しなか っ た 34), P W M に より抗 AC h R抗体お
よ びIgGの 産生を克進 さ せ た
23)44)
, 抗 A C h R抗体産生がP B MC
M G患者単核球の 抗A C h R抗体 とサ イ ト カイ ン 産生 能
の みの 培養で は 認め られ なか っ た が PW M刺激に よ り認め ら れ
た例があ っ た
22)
, P W M刺激 に よ り軽症例 で は抗 AC h R抗体産
生が増加 し重症例 で は抑制 さ れ た
45)な ど様 々 な 報告 があ る .
II;2 に関し て は , M G患者P B M C培養上宿中 の 可溶性II/2受容
体は正常対照群 と有意差 が な く
46)47)
, T細胞表面上 のⅠし2受容
体発現の 克進 は認 めず
4刀
, Ⅰし2添加 に より細胞増殖 の 増加も認
めな か っ た
47)48)と の 報告 が あ る . 我 々 の 検 討 で は , P W M,
PHA, II/2の 添加 に より抗 A ChR抗体 お よ びIgG の 産生の 上 昇
は認め ら れ ず , こ れ ま で の 報告 か ら も考 え る と M G患者
PB M Cで は 反応 は様 々 で あ る と い え る . し た が っ て , 非特 異
的なB細胞刺激 で は抗 A C b R抗体産生 が増加する 一 定の 傾 向は
ない と考え られ た .
一 方, M Gの 病態形成 にお ける T細胞 の 関与 に つ い て は, Yi
ら
49)に よ る と M G患者 PB M C中の T細胞 の うち約1/50 00 が
A Ch R特異的丁細胞 と推定 さ れ て い る . し か し, 正 常 対照
者
30)50)′～ 52)や 臍帯血 中53) にもA C h R抗原 に反応す るT細胞 ク ロ ー
ンが見出さ れ て お り, M G特 異的と は い えな い . ま た , す べ て
の自己反応性 丁細胞ク ロ ー ン が 自己抗体産生を促進す るわ け で
はなく, 一 部 の ク ロ ー ン の み が そ の は た らき をも つ と され 治療
のタ ー ゲ ッ トと して有用 となる可能性があ る . そ こ で , ごく微
量で, しか も短時間の うちに , 特定の T細胞 レセ プ タ ー Ⅴβエ
レメ ン トを有す る T細胞を M E Cの 拘 束 を受けず に活性化す る
こと が知 られ て い るS A Gs54)を用い , 正 常者 と の 比較 にお い て
M G患者 丁細胞 の 機能異常の 有無を細胞増殖反応, 抗体産生量
の 変化に つ い て検 討 し た . 紺胞増殖反応 に つ い て は , 用 い た
SAGsは , S E A, S E B, S E C l, S E C 2, S E C3, T S S TJl であり,
これら に よ り, Ⅴβ1, 2, 3, 5, 6, 7, 9, 12, 13, 14, 1 5,
17, 20を有する T細胞 レ パ トワ が刺激 さ れ た こ と に な る. 本検
討では, S A Gs添加 に よ り約30倍もの 細胞増殖反応 が M G患者
群と正 常対照群 と の 両群 に誘導さ れ たが , 両群 間や そ れ ぞれ 各
SAGs間に も反応性 に有意差 は認め られ なか っ た . 近年, 自己
免疫疾患動物モ デ ル にお い て , 自己抗原 を認識す るT細胞 はあ
るⅤβエ レ メ ン トを もつ もの に 限定さ れ て い る こ とが 示 され て
きており, 例 えば M Gの 動物 モ デ ル で あ る実験的自己免疫性重
症筋無力症(experim entala utoim m u n eM G, EA MG) で はA Ch R
を認識す るT細胞 は Ⅴβ6
55)56)あ る い は Ⅴβ8
57)の 利用頻度が高
い との 報 告が あ る . ま た , ヒ トで は M G患者P B M C に おい て
15例中4例 に A C h R抗原刺激 によ りT細胞 ク ロ ー ン の 異常増殖
を認め , そ の 4例中3例 に T細胞 の Ⅴβ12遺伝子 の 増幅を認め
たとの 報告 が あ る58). し か し, 本研究の 結果か ら は, S A Gs に
対する反応が増大あ る い は欠失 し たT細胞 レ バ トワ の 存在 は指
摘され なか っ た . た だ し, 本研究 で は 選択的 に単 一 の Ⅴβエ レ
メ ン トを有す る T細胞を刺激 して い る の で は なく , S A Gs に よ
りある広 がり をも っ たT 細胞 レ バ ト ワ を刺激 し て い る た め に,
同時に刺激 さ れ る他 の Ⅴβ エ レ メ ン トを有す るT細胞 の 増殖 が
非常に大きい た め に 差と して 検出できな か っ た可 能性 は残 さ れ
る.
S A Gs刺激 に よ る抗体産生能の 変化に つ い て は, S E A, S E B,
SEEを用 い 検討を行 っ た が , 刺激さ れ た T細胞 レ バ ト ワは , V
β1, 3, 5! 6, 7, 8, 9, 12, 14, 15, 17, 18, 20 に相当す る .
これらS AGsを加えても抗A C h R抗体価 お よ びIgG産生 は克進
を認めず, 抗原非特異的 にT細胞を刺激 し増殖を促進させ た の
みではB細胞 の 抗体産生を増大 しない こ とが 示さ れ た . こ れ に
は
, サ ブ レ ッ サ ー 機 能をも つ C D 8+Ⅴβ
十丁細 胞も同時に刺激 さ
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れ た 影響が考えら れ る が, 今回は表面 マ ー カ ー に よ る解析 は行
っ て い な い . ま た , 自己反応性丁細胞 はS A Gs に より増殖刺激
あ る い は活性化 を受けな い 可 能性 や , S A Gs と特異抗原 に よ る
刺激 と で は T細胞内で の 反応性 が異な る 可 能性も考え られ る
が , 今後の 検 討課題である .
こ の よう に, M G患者の PB M Cの 培養系 にお ける 自己抗体産
生 は 抗原非特異的な外来性の リ ン パ 球刺激で は影響を受けな い
こ と が 示 され た . そ こ で, 培養系 で の多ク ロ ー ン性抗体産生 の
促進 を担う局所的な因子 と して オ ー ト ク ライ ン ある い は パ ラ ク
ライ ン 的 に分泌さ れ る サ イ トカ イ ン の 影響を考え, 培養上 清中
の 濃度を測定 した . こ れ までの M G患者で の サ イ トカ イ ン産生
に関する検討で は , ACh R抗原刺激 によ る P BMCの m R NA発現
が , Ⅰし4, Ⅰし6, Ⅰし10, Ⅰし12, IF N一 γ , T N F･ α , 形質転換成長
因子匝a n sfo rming gr o wth facto r, T G F)- β にお い て克進が認め ら
れ た
59卜 65) と報告 さ れ て い る . しか し こ れ ら の 結果 は , 大量 の
抗原刺激 の 条件下 で ある た め生理的な細胞機能を反映 して い な
い 可能性があり, m RNAの 発現量 と蛋白 レ ベ ル の 相関ある い は
細胞内 の 量 と細胞外 へ の 分泌量と の 相関が明ら か で はなく, サ
イ トカ イ ン は最終的 に細胞外 へ 分泌さ れ て作用す るもの で ある
た め, m R N A発現克進がその サイ ト カイ ン の 病態 へ の 強い 関与
を示す と は 断定 できない . ま た, M G患者血清中で は , Ⅰし2,
Ⅰし6の 濃度 は上 昇 して い た が 66)6 乃, IF N一 γ , T N トα の 濃度 は上
昇 して い な か っ た槌) と い う結果が報告され て い る. 血 清中の サ
イ ト カイ ン 値 は , 細胞 か ら の 分泌 , 流 血 中の 受容体と の 結合,
分解 を含 め た総合的な結果を示 して い る ため , 血 清中の 高値 は
産生克進 の みを反映 して い な い 可 能性 があ る. 我 々 は より生 理
的状況 下 で の サ イ ト カイ ン 産生を評価す る ため , 抗原刺激を用
い ない 条件 下で M G患者の P B M Cを培養 し, その サ イ トカ イ ン
の 自 然分泌量を測定 し た . M ok hta ria nら 69)は M G患 者 の
P B M Cの IL-2刺 激に よ る培養 でII:2 とIF N- γ の 産生 量の 上 昇
を , Ve rv1ietら
70) はP H Aあ るい は コ ン カ ナ ヴ ァ リ ンA の 刺激 に
よ る培養 でIF N- γ の 産生低下を, Ahlbe rg ら
46) はIF N- γ の 自発
的産生 と コ ン カ ナ ヴ ア リ ン A刺激 に よ るIL-2産 生 は 低 下 し,
T N F- α は 重症例 で よ り産生 が 高い と 報告 して い る . しか し,
本研究 の 結果か ら は , 正 常対照と比較 し有意な産生量の 上 昇を
認 め た サ イ トカ イ ン は 指摘さ れ なか っ た , ま た, 抗A Cb R抗体
産生量 とも相関を示 し たもの もなく, 自己抗体産生 の 克進 に直
接関与す るサ イ トカ イ ン も指摘 さ れ な か っ た . よ っ て, M Gの
病態に お け るT hl お よ び m 2の 優位性 に つ い て は言及する こ と
は で きなか っ た . ヘ ル パ ー T細胞 は機能の 上 か ら , Ⅰし2, I F N-
γ , T N F- α /Jヲ を分泌 し主 に細胞性免疫 に関与するThl細胞と,
Ⅰし4, Ⅰし51 Ⅰし6, Ⅰし1 0, Ⅰし13を分泌 し主に液性免疫 に関与す










74) は, い ずれ もB細
胞の 分化 と免疫 グ ロ ブ リ ン 産生を克進 させ る こ とが 知ら れ 自己
免疫疾患 にお ける 自己抗体産生 に 関係 して い る と推定さ れ て い
る . 今回の M G患者 にお ける検討で は, Ⅰし6とⅠし10の 分泌量の
み が 総IgG産生 量と 有意 な正 の 相関 を示 し, Ⅰし4, Ⅰし5, Ⅰし13
の 分泌量 と は 相関を認め な か っ た . M G患者 で は , ヘ ル パ ー T
細胞 のⅠし6受容体発現 の 克進が示唆 され 75), Ⅰし6 に対する反応
性が高 ま っ て い る可能性が考えら れ る . よ っ て , Ⅰし6産生量 は
正常対照 と差が認 め られ なくても, Ⅰし6 に対す る感受性の 克進
が抗体産生 に関与 して い る可能性は十分 に考えら れ る. 以上 よ
り, 本研 究か らは M G患者の P B M C培養 におけるIgG産生 量の
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克進に はⅠし6 お よ びⅠし10 に よ る B細胞の 多ク ロ ー ン 性活 性化
が関与 して い る可能惟 が示唆 さ れ, 今後, M Gの 抗 A C h R抗体
産生 に お ける サ イ ト カイ ン ネ ッ ト ワ ー ク の 影響 に つ い て さ ら に
検討を進 め る必要性 がある と思 われ た.
結 論
l . M G患 者P B M C は培養系 にお い て も抗A C h R抗体を産生
す る こ とが 示 さ れ た が , マ イ トジ ュ ン や ス
ー パ ー 抗原 な どの 抗
原 非特異的な刺激で は抗体産生 は克逸 しない と考えら れ た ･
2 . M G患者P B MC の 培養系に お ける抗 A C h R抗体産生 は血
清抗 A Cb R抗体価 と有意 な正 の 相関が 認 め られ , さ ら に 胸腺あ
る い は骨髄中の 単核球 と比較 しP B M C が より高 い 抗 AC h R抗体
産生能を有 して い る こと が 示 され , P B M C が自己抗体産生 に量
的 に大きな役割 を担 っ て い る と推察さ れ た.
3 . セ ロ ネ ガテ ィ プ M G例の 19 %(4/21例) で P B M C培養 に
よ りそ の 培 養上 宿中 に有意な抗 AC h R抗体 の 産生を認 め た た
め , その 一 部 の 症例 で は抗 AC b R抗体産生能 は有 して い る が 現
在の 測定系 で は感度以下 の た め に血清抗体価 が検出 され な い 可
能性 が考えられ た.
4 . P B M C培養 ではM G患者 にお い て 有意なサ イ ト カ イ ン 産
生の 冗進は なく, 抗 A Ch R抗体産生を特異的に誘導す るサ イ ト
カイ ン も指摘 さ れ なか っ たた め , T h l および n 2の 優位性 に つ
い て は 明 ら か で は な か っ た . し か し, 培 養 系 で の M G患者
P B M CのIgG産 生 冗進 にIL･6とⅠし10 に よ る B細胞 の 多ク ロ ー
ン性格性化が関与す る可能性が示唆 され た .
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Patie nts with Myasthenia Gr avis Kats u aki Sato, Depa rtm e ntof Ne u rol gy,Scho olof Medicin e, h n az a w aUniv ersity, Kan azawa
920-8640
M J. Ju z e nM ed So c. ,1 07,382 - 3 9 5(198)
Key w o rds mya sthe nia gr avis, antトa c etylcholin e re c eptor antibody, periphe ral blo od m o n o n u cle ar C e11s, Super a ntige n s, CytOkin es
A bstr act
Myasthenia gra vis(M G)is a norga n- SPeCific autoim m une dise a s ethatis c a used by auto a ntibodies r aised again st
acetylcholin erecepto r s(AC h R)in the m u s cles･ Altho ugh itha sbe e n cle a rly e stablished that thym us abn or m alities areclos ely
relatedto the o cc u rre n c e of MG, Synthesis ofan ti-A C h Ra ntibodyby m on o n uclear Cellsinthe thym usis no tsufncientinitself
toexpl ain the am ou nt ofa nti
-AC h Ra ntibodiesinthe ser u mofthe whole body･ In the pr e sent study, W e uS ed a cellcultur e
syste mto clarifythe chara Cte ristic s ofsponta n e o us a ntibody pr oduction by m onon u clear c ells 丘om patie nts with MG. In the
in vitro study, C ultu red periphe r al blood m o non ucle a r c ells(P B M C)sho wed signific a ntly elev ated le vels ofa ntiN A C h R
antibody and IgG synthesis co mparedto those ofthe nor m alcontr oIs･ W he nP B MCftom patie nts with s er on egative M G was
C ultu r ed, 4 0f 2 1s ample s r e ve aled signific a ntly dete ctablele v els ofa nti-A C h Ra mi bodyin vitro. P B M Ccultur e can thu sbe
COnSide red to be a u s efu1 diagno stic tool fors e ron egativ e M G･ P B MC de mon strat ed a highe rsynthe sis of a nti- A C h R
antibodiespe r c elltha ntho s e血
･
O mbo n em arr ow andthym us･ Itis the r efo r elikely that P B M Cc on stitute a pn n cIPalsite for
the s ec retio n of a nti-ACh Ra ntibodyin patie nts with M G･ No obvious r elation ship wasfo u nd betwe en clinicals ev enty and
eitherin vitr o a ntiqACh Ra ntibody synthe sisby P B MC o r se r u manti- A C h Rantibody tite rin M Gpatients ･ Sin c etherew a sa
SigniBca nt corr elation betw e e nin vitro anti
- A C h Ra ntibody synthesis and in vitroIgG productio n, W e a SS u m edthe o cc urren c e
Ofpolyclo n al Bc ella ctivation in vitro･ In vitro, a nti
- A C h Ra ntibody synthe sis w as n otinfluen c ed by mitogen s s u ch as
poke w e ed mitogen , Phytohe m agglutinin, re C O mbin a ntI L
-2 0r S uPe r a ntlge n S, S ugge Stl ngthata ntlge n nO n
-SPe Cific stim ulation
Oflympho cyte sis n otim plic ated in the inc r ease in a uto a ntibody produ ctio n･ T he pr oduc tio n of cytokine s, S u Ch as
interleukin(I L)-2, Ⅰし4, Ⅰし5, IL-6, I し 10, Ⅰし13, IF N- γ , TN F一 α , WaS n O tSignific a ntly elev ated in the P B M Ccultu reof
patie nts with M Gc o mpa r ed to those ofthe n or m alcontroIs . T he le v el ofa nti- AChR antibodie sin the cultu r edidn ot
Slgni丘c a ntly c o rrelate withthat ofthe cytokin e s, While to tal IgGlevels slgni Bc a ntly c o rrelated withtheIL-6 and I し1 0 le v els.
These r esults sug ges t that the in c re a s ein IgG synthesis by P B M C fro m patie nts with MG is brought about by polyclo n al
activatio n of Bc ellsindu c ed byI し6and I し10.
